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Undifferentiated fever (UDF) is a common complaint in clinical practice, but its aetiology 
is not always determined due to non-specific symptoms and laboratory findings. While fever of 
unknown origin (FUO) is a common medical term for fever without obvious cause, this 
condition is distinguished from acute undifferentiated fever (AUF) in terms of duration, 
progression of illness and underlying causes. In FUO, fever must exist for more than 3 weeks 
and can persist for a very long period unless the underlying cause is found and eliminated. In 
contrast, AUF is more limited in duration and many episodes spontaneously resolve, 
presumably due to self-limiting infectious diseases.  
The problem of determining the infectious causes of fever has received considerable 
attention, particularly in tropical countries. Previous studies in South and Southeast Asia 
reported high prevalence of infection as the main cause of AUF. This prompted the hypotheses 
that infection-related AUFs are common in the tropical region of Far North Queensland, 
Australia,and that a significant proportion of AUFs in this region are undiagnosed. 
Diagnosing infectious causes of fever is a challenge for clinicians. With hundreds of 
possible agents and a limited number of specific tests that can be performed, it is very likely 
that doctors will miss the true cause of fever. Moreover, current diagnostic approaches rely on 
prior knowledge of the pathogens being sought, thus precluding the detection of unsought or 
novel pathogens. Thus, the prevalence of undiagnosed undifferentiated fever (UUDF) indicates 
either that clinicians are failing to order appropriate tests, that current diagnostic methods are 
inadequate, or that there are causes of fever that are yet to be discovered.  
This diagnostic challenge necessitates good clinical skills, knowledge of the pattern of 
signs and symptoms associated with particular infections and a broad diagnostic tool for 
determining infectious causes of fever. Since there is a wide range of pathogens, the diagnostic 
tool should be able to distinguish one pathogen from another as well as identify multiple 
pathogens simultaneously. This can be achieved if the diagnostic tool can ‘read’ unique 
characteristics of pathogen(s) present in the sample as distinguishable nucleic acid sequences 
so it can facilitate the identification of organism(s). 
Next-generation sequencing (NGS) technology has the capability to produce large 
amounts of nucleic acid sequences in a relatively short time. This technology has been applied 
to the study of biological diversity in environmental samples. The extent of diagnostic problems 
and the capability of NGS technology to detect the presence of nucleic acids in any 
environment have brought the theory into clinical application. The potential of NGS as a broad-
scale diagnostic tool prompted the hypothesis that NGS is a practical method for investigating 
pathogens causing fever. 
There are several NGS platforms available, but little is known about their effectiveness 
and efficiency with regards to pathogen detection in clinical samples. The primary aim of this 
study was to assess the capacity, sensitivity, and more importantly, the specificity of the 
Illumina HiSeq platform for broad-scale characterisation of pathogens associated with fever. 
Secondary aims included: to describe the epidemiology of AUF and UUDF in Far North 
Queensland, Australia, and to optimisethe preparation procedure for samples that will be 
subjected to NGS assay. 
The study was conducted in three stages, comprising two preliminary studies and the 
main study. The first preliminary study was a retrospective study of fever patients presenting to 
Cairns Hospital over the three-year period between 1 July 2008 and 30 June 2011. The findings 
suggest that AUF is common in the population of Far North Queensland, Australia. A robust 
definition of UUDF is proposed based on the clinical and laboratory characteristics of patients 
reviewed in this study, including the following criteria: 1) a fever of ≥ 38.0 °C or symptoms 
suggestive of fever; 2) a duration of fever of ≤ 21 days; 3) a failure to reach a diagnosis after 
performing clinical evaluation and laboratory investigations, including complete blood count, 
serum biochemistry, urinalysis, blood culture, chest X-ray; 4) a request by the clinician of 
specific test for at least one infectious agent and; 5) a failure to make a specific diagnosis. The 
proportion of UUDF was 56.8% (193/340), indicating the need for a broad diagnostic tool to 
determine infectious causes of AUF. In general, the findings provide valuable information 
regardingthe feasibility of conducting a fever study using NGS technology at Cairns Hospital.  
The second preliminary study was conducted to determine the most suitable type of 
blood specimen for NGS analysis. It was anticipated that there would be small quantities of 
pathogen nucleic acids present among abundant human nucleic acidsbackground. Therefore, it 
was important to minimise the quantity of human nucleic acids in order to increase the 
sensitivity of detection of the pathogen. Six healthy volunteers participated in this second 
preliminary study, which aimed to measure levels of double-stranded DNA in plasma and 
serum.Specimens were taken using different methods of blood collection: with a syringe and 
with a vacuum system, and with and without applying a tourniquet. DNA concentration in the 
samples was measured using microplate fluorescence assays using SYBR Green I as the 
fluorescent dye. This study found that DNA concentration in plasma was significantly lower 
than that in serum (p < 0.05). However, the method of blood collection did not significantly 
affect DNA concentration.  
A main component of this thesis was a prospective study involving the use of a NGS 
platform to determine infectious causes of AUFs. Isolation of DNA and RNA from plasma/serum 
samples was performed usingQIAamp
®
 DNA Mini Kit (Qiagen) and TRIzol

 LS reagent (Life 
Technologies) respectively. Following nucleic acid extraction, amplification of DNA was 
conducted according to the SeqPlex Enhanced DNA Amplification Kit (SEQXE) protocol (Sigma-
Aldrich). DNase treatment, cDNA synthesis and amplification were performed on RNA samples 
according to SeqPlex RNA Amplification Kit (SEQR) protocol (Sigma-Aldrich). Sequencing was 
conducted on 22 DNA/cDNA samples that met the standard input determined by the 
sequencing company. These samples originated from 17 patients, comprising seven positive 
control samples from patients who had specific diagnoses and 10 samples from patients for 
whom diagnoses had not been achieved. Data analysis was conducted using the Kraken 
program and the traditional assembly-alignment pipeline.  
The study findings demonstrate the limitation and utility of NGS technology in 
determining the aetiology of AUF. Various viruses and bacteria were found in every sample, so 
considered selections were made on pathogens for which there were supporting reads 
consistent with clinical data and pathology findings. Aetiological diagnosis was verified in 85.7% 
(6/7) of controls. Among the undiagnosed participants, deep sequencing identified some 
plausible causes of fever in 60% (6/10) of subjects, including Escherichia coli bacteraemia and 
scrub typus that eluded conventional tests.  
Further, the NGS technology generated valuable information for studying microbial 
diversity in human blood. Further work could be directed at optimising sample preparation and 
improving sequencing efficiency, as well as developing efficient bioinformatics tools for 
analysing sequence data. It is hoped that NGS technology can be adopted in clinical practice at 
more affordable costs and with timely delivery of results. 
 
EVALUASI TEKNOLOGI NEXT-GENERATION SEQUENCING UNTUK MENENTUKAN INFEKSI 
PENYEBAB DEMAM. Demam tidak terdiferensiasi sering dijumpai di praktek klinik namun 
penyebabnya tidak selalu bisa ditentukan oleh dokter karena pasien sering datang dengan 
gejala dan hasil laboratorium yang tidak spesifik. Demam yang tidak diketahui penyebabnya 
(fever of unknown origin – FUO) adalah istilah medis yang lazim tetapi harus dibedakan dari 
demam akut yang tidak terdiferensiasi (acute undifferentiated fever – AUF) dalam hal durasi, 
perkembangan penyakit dan penyebab yang mendasarinya. Pada FUO, demam harus 
berlangsung lebih dari 3 minggu; bahkan dapat bertahan untuk jangka waktu yang sangat lama 
kecuali penyebabnya ditemukan dan dihilangkan. Sebaliknya, AUF durasinya lebih terbatas dan 
banyak episode AUF yang sembuh secara spontan, barangkali episode AUF tersebut disebabkan 
oleh penyakit-penyakit infeksi yang dapat sembuh sendiri.  
 Problem mengenai infeksi penyebab demam telah mendapat perhatian besar, 
khususnya di negara-negara tropis. Penelitian-penelitian terdahulu di Asia Selatan dan Asia 
Tenggara melaporkan tingginya prevalensi infeksi sebagai penyebab utama dari AUF. Hal ini 
mendorong hipotesis bahwa AUF yang terkait infeksi banyak terjadi di daerah tropis Far North 
Queensland, Australia, dan bahwa terdapat proporsi yang signifikan dari AUF di daerah ini yang 
tidak terdiagnosis. 
 Mendiagnosis etiologi demam merupakan tantangan bagi klinisi. Dengan adanya ratusan 
kemungkinan agen penyebab dan sedikitnya jumlah tes spesifik yang dapat dilakukan, sangat 
mungkin jika para dokter melewatkan penyebab yang sebenarnya dari suatu demam. Terlebih 
lagi, pendekatan diagnostik yang ada saat ini tergantung pada pengetahuan klinisi mengenai 
patogen yang ingin dicari, sehingga mengesampingkan deteksi patogen yang tidak dicari atau 
patogen baru yang belum pernah dikenal sebelumnya. Jadi dalam hal ini, prevalensi demam 
tidak terdiferensiasi yang tidak terdiagnosis (undiagnosed undifferentiated fever – UUDF) 
mengindikasikan bahwa klinisi gagal memilih tes yang tepat, atau metode-metode diagnostik 
yang ada sekarang ini tidak adekuat, atau ada patogen penyebab demam yang belum dikenal 
sebelumnya. 
 Untuk menghadapi tantangan dignostik pada kasus-kasus AUF, diperlukan keahlian klinis 
yang baik, pengetahuan mengenai pola tanda-tanda dan gejala-gejala yang berhubungan 
dengan infeksi-infeksi tertentu, dan suatu alat diagnostik umum untuk menentukan penyebab 
infeksi dari demam. Dikarenakan banyaknya patogen, alat diagnostik tersebut harus dapat 
membedakan satu patogen dari patogen lain serta harus dapat mengidentifikasi beberapa 
patogen secara simultan. Hal ini dapat dicapai jika alat diagnostik tersebut dapat ‘membaca’ 
karakteristik unik dari patogen yang ada di dalam sampel sebagai urutan (sekuens) asam 
nukleat yang berbeda sehingga dapat membantu mengidentifikasi organisme patogen tersebut. 
 Teknologi sekuensing generasi berikutnya (next-generation sequencing – NGS) memiliki 
kemampuan untuk memproduksi sekuens asam nukleat dalam jumlah yang besar dan waktu 
yang relatif singkat. Teknologi ini telah diterapkan dalam studi keanekaragaman hayati dengan 
menggunakan sampel yang berasal dari lingkungan. Adanya permasalahan diagnostik dan 
kemampuan teknologi NGS untuk mendeteksi keberadaan asam nukleat pada lingkungan 
apapun mendorong penerapan teori tersebut untuk penggunaan klinis. Potensi NGS sebagai 
alat diagnostik berskala luas mendorong munculnya hipotesis bahwa NGS adalah metode 
praktis untuk menyelidiki patogen penyebab demam. 
 Saat ini tersedia beberapa mesin NGS namun efektifitas dan efisiensinya untuk 
mendeteksi patogen dalam sampel klinis belum banyak diketahui. Tujuan utama dari penelitian 
ini adalah untuk menilai kapasitas, sensitivitas, dan yang lebih penting lagi, spesifisitas mesin 
Illumina HiSeq dalam halkarakterisasi patogen penyebab demam. Tujuan sekunder meliputi: (1) 
mendeskripsikan epidemiologi AUF dan UUDF di Far North Queensland, Australia, dan (2) 
mengoptimalkan prosedur persiapan sampel klinis yang akan diperiksa dengan NGS. 
 Penelitian ini dilaksanakan dalam tiga tahap, terdiri dari dua penelitian pendahuluan dan 
satu penelitian utama. Penelitian pendahuluan yang pertama adalah studi retrospektif 
mengenai pasien demam yang datang ke Cairns Hospital selama periode tiga tahun, yaitu 
antara 1 Juli 2008 dan 30 Juni 2011. Hasil dari penelitian pendahuluan ini menunjukkan bahwa 
AUF umum dijumpai di populasi Far North Queensland, Australia.  Penulis mengajukan definisi 
baku dari UUDF berdasarkan karakteristik klinik dan laboratorium dari pasien-pasien yang 
direview pada penelitian ini, meliputi kriteria berikut: (1) demam ≥ 38.0 °C atau gejala demam 
yang meyakinkan; (2) durasi demam ≤ 21 hari; (3) dokter gagal menentukan diagnosis setelah 
melakukan evaluasi klinis dan pemeriksaan laboratorium yang meliputi hitung darah lengkap 
(complete blood count), pemeriksaan biokimia serum, analisis urin, kultur darah, dan rontgen 
dada; (4) dokter meminta pemeriksaan yang spesifik untuk mendeteksi minimal satu agen 
infeksius, dan; (5) dokter gagal menentukan diagnosis spesifik. Dari penelitian pendahuluan ini 
didapatkan proporsi UUDF sebesar 56.8% (193/340); hal ini mengindikasikan perlunya alat 
diagnostik umum untuk menentukan infeksi penyebab AUF. Secara umum, hasil dari penelitian 
pendahuluan ini memberikan informasi mengenai kemungkinan dapat dilakukannya penelitian 
demam dengan menggunakan teknologi NGS di Cairns Hospital. 
 Penelitian pendahuluan yang kedua dilakukan untuk menentukan jenis spesimen darah 
yang paling sesuai untuk analisis NGS. Peneliti telah mengantisipasi bahwa patogen memiliki 
kuantitas asam nukleat yang jauh lebih kecil daripada manusia. Oleh karena itu, sangat penting 
untuk meminimalisasi kuantitas asam nukleat manusia di dalam sampel supaya terjadi 
peningkatan sensitivitas deteksi patogen. Sejumlah enam orang sukarelawan yang sehat 
berpartisipasi dalam penelitian ini, yang bertujuan untuk mengukur kadar DNA untai ganda 
(double-stranded DNA atau dsDNA) di dalam plasma dan serum. Spesimen darah diambil 
dengan berbagai metode yang berbeda: dengan alat penyuntik biasa dan dengan alat penyuntik 
bersistem vakum, serta dengan/tanpa menggunakan manset tourniquet. Konsentrasi DNA di 
dalam sampel diukur menggunakan metodemicroplate fluorescence assay dengan SYBR Green I 
sebagai pewarna yang berpendar. Pada penelitian ini ditemukan bahwa konsentrasi DNA di 
dalam plasma lebih rendah daripada di dalam serum (p < 0.05) namun metode pengambilan 
darah tidak mempengaruhi konsentrasi DNA secara signifikan. 
 Komponen utama dari disertasi ini adalah studi prospektif yang melibatkan penggunaan 
mesin NGS untuk menentukan infeksi penyebab AUF. Isolasi asam nukleat dari plasma/serum 
dilakukandengan menggunakan QIAamp
®
 DNA Mini Kit (Qiagen) untuk DNA dan TRIzol

 LS 
reagent (Life Technologies) untuk RNA.  Setelah ekstraksi asam nukleat, amplifikasi DNA 
dilakukan menurut protokol SeqPlex Enhanced DNA Amplification Kit (SEQXE – Sigma-Aldrich). 
Pemberian DNase, sintesis cDNA, dan amplifikasi RNA dilakukan menurut protokol SeqPlex RNA 
Amplification Kit (SEQR – Sigma-Aldrich). Sekuensing dikerjakan pada 22 sampel DNA/cDNA 
yang memenuhi standar input yang ditentukan oleh perusahaan sekuensing yang dipilih 
(Australian Genome Research Facility – AGRF). Sejumlah 22 sampel tersebut berasal dari 17 
pasien, terdiri dari 7 sampel kontrol positif dari pasien dengan diagnosis spesifik dan 10 sampel 
dari pasien yang tidak terdiagnosis. Analisis data dilakukan dengan menggunakan program 
Kraken dan alur penggabungan-penyejajaran (assembly-alignment) yang sudah lazim dipakai. 
 Hasil dari penelitian ini  menunjukkan keterbatasan dan kegunaan teknologi NGS dalam 
menentukan etiologi demam. Berbagai macam virus dan bakteri ditemukan dalam setiap 
sampel, sehingga peneliti mempertimbangkan seleksi patogen yang konsiten dengan data klinis 
dan temuan laboratorium patologi. Diagnosis etiologi dapat diverifikasi pada 85.7% (6/7) 
kontrol. Sekuensing yang dilakukan dalam penelitian ini dapat mengidentifikasi beberapa 
kemungkinan penyebab demam pada 60% (6/10) subyek yang tidak terdiagnosis, meliputi kasus 
bakteremia Escherichia coli dan kasus scrub typhus yang tidak terdeteksi oleh tes laboratorium 
konvensional.  
 Lebih jauh lagi, teknologi NGS menghasilkan informasi yang berharga untuk mempelajari 
keanekaragaman mikroba di dalam darah manusia. Penelitian lebih lanjut dapat diarahkan 
untuk mengoptimalkan metode persiapan sampel dan memperbaiki efisiensi sekuensing, serta 
mengembangkan perangkat bioinformatika yang efisien untuk menganalisis data sekuensing. 
Peneliti berharap teknologi NGS dapat diadopsi di praktek klinik dengan biaya yang lebih 
terjangkau dan waktu pemeriksaan yang lebih singkat. 
